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Abstract 
Objective: This study investigated tissue damages induced by chronic subcutaneous 
administration of nano- and microparticles of manganese dioxide (MnO2) on the liver, 
kidneys and testes of rats. 
Methods: Rats (n=210) were divided into three groups: control, MnO2 nanoparticle 
injected and MnO2 microparticle injected. The experimental groups received 
subcutaneous injections with either nano- or microparticles of a solution that contained 
MnO2 (100 μg/kg) once per two weeks for 14 weeks. Once every two weeks, we 
randomly selected five rats from each group for histological evaluations of the liver, 
kidneys, and testes. Tissue lesions were initially evaluated by hematoxylin and eosin 
staining, then kidney and liver tissue sections were stained by the Jones and Masson's 
trichrome methods, respectively. The changes in diameter of basement membrane and cell 
numbers of the various parts of the nephrons in different groups were measured by Image 
Tools version 2 software. 
Results: The liver tissues of the nano- and microparticle groups exhibited severe damage 
histopathologically. Cloudy swelling was observed in the cytoplasm of hepatocytes. The 
liver tissue and its canaliculi structures were severely damaged. Inflammation and 
ductular reaction signs were seen in liver tissue. Deposition of particles in the basement 
membrane of the nephrons were observed in the nanoparticle-treated group. There was a 
significant reduction in glomerular and tubular cells in the nanoparticle-treated group 
compared to the control and microparticle-treated groups. Some of the structural and 
functional parameters of the testes in the nanoparticle-treated group had significant 
pathobiological variations. 
Conclusion: Administration of MnO2 nanoparticles when compared with the same dose 
of MnO2 microparticles caused more tissue damage in all examined tissues. Reduction in 
particle size from micrometer to nanometer appeared to exacerbate the damaging 
mechanisms of these particles in the examined tissues. 
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  چكيده

هاي  ذره اكسيد منگنز بر بافت مزمن ميكرو و نانو هاي بافتي ناشي از تجويز زيرجلدي  آسيب به بررسي اين پژوهش:هدف
  . استپرداختههاي بزرگ  كبد، كليه و بيضه موش

ها  موش. ندذره اكسيد منگنز تقسيم شد     گروه كنترل، دريافت كننده نانو و ميكرو      سه  به  )  سر 210(ها    موش :ها و روش مواد  
 دي   هفته به صورت زيرجلدي محلـول حـاوي نـانو يـا ميكـروذرات              14به مدت   بار   هر دو هفته يك   هاي تجربي،    در گروه 

 ـ   از  موش  سر   5تعداد  . كردند را دريافت   ) كيلوگرم/ ميكروگرم 100 (اكسيد منگنز  هـر دو هفتـه     طـور تـصادفي     ه  هر گـروه ب
توسـط   يهـاي بـافت   آسـيب ابتـدا  . دش ـ آوري   شناسـي جمـع    ها براي بررسي بافـت     هاي كبد، كليه و بيضه آن      بافتانتخاب و   

 تـري  آميزي جونز و   توسط رنگ به ترتيب     كبد وه  هاي بافت كلي    سپس برش  ،شدائوزين ارزيابي    -هماتوكسيلينآميزي   رنگ
هـاي كليـه در      هاي مختلـف نفـرون     هاي بخش   پايه و تعداد سلول    ي غشا تغيير در ضحامت  . ندآميزي شد  كروم ماسون رنگ  

  .گيري شد  اندازهImage Tools 2افزار   مختلف توسط نرميها گروه
 هاي ابري شكلي توده. هاي شديدي را نشان داد يبشناسي آس از نظر بافت هذر نانو و ميكرو هاي   گروهدر   بافت كبدي    :نتايج

 صفراوي كبد دچار بـه هـم ريختگـي شـديد            ي و مجار  يبافتساختار  . ندده شد مشاههاي كبدي    در درون سيتوپلاسم سلول   
هـا و كـاهش       پايـه نفـرون    يرسـوب ذرات در غـشا     .  مشاهده شـد   يم التهاب و واكنش مجاري در بافت كبد       يعلاو   ندشد

ذرات  ذرات در مقايسه بـا كنتـرل و ميكـرو          در گروه نانو  ها   نفرون خميده نزديك    ها و لوله   هاي گلومرول  سلول در   دار معني
 ذرات تغييرات پـاتوبيولوژيكي     بافت بيضه در گروه دريافت كننده نانو       ي و عملكردي  ساختار برخي معيارهاي    .دشمشاهده  

  .دادند را نشان داري معني
هـاي بـافتي     با ميكرو ذرات بـا يـك دوز ثابـت سـبب بـروز آسـيب               در مقايسه    اكسيد منگنز     دي ذراتتجويز نانو    :گيري نتيجه

 رسـد كـه    بـه نظـر مـي   نانومتر به كرومتريم حد از منگنز دياكس ذرات اندازه كاهش. ندمورد بررسي شدهاي   بافتر  شديدتري د 
  .شده است يبررس مورد يها بافت بر ذرات نيا رسان بيآس يها سميمكان ديتشد سبب

  
  بافتيهاي  اكسيد منگنز، آسيبدي ذره،  ، ميكروذره  نانو:كليدواژگان
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  هاي بافتي و نانوذرات اكسيد منگنز آسيب
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  مقدمه
 بـا مـصارف روزافـزون در        ي تركيب ـ )MnO2 (اكسيد منگنز 

 ـ        عنـوان كاتـاليزور    ه  صنعت است و در توليد غربال مولكولي، ب
 ـ      قوي در واكنش   عنـوان مـاده اوليـه توليـد        ه  هـاي شـيميايي و ب
همچنين در حـال    اين تركيب   . شود ها استفاده مي   الكترود باتري 

هاي نيمه   هاي نانو مانند نانو بلور     وريĤحاضر در ساخت انواع فن    
 .]1[ هاي سه بعدي مـصنوعي كـاربرد دارد        هادي و نانو ساختار   

هاي كشاورزي و در تركيب مـاده        كش فلزي در قارچ   اين اكسيد 
حاجــب مــورد مــصرف بيمــاران در تــصويربرداري رزونــانس  

نيـز اسـتفاده   ) Magnetic Resonance Imaging( مغناطيسي
نقـش   فلـزي  داراي عناصـر   تركيباتكه   با توجه به اين   . شود مي

كند، ارزيابي آسيب ناشي از      ايفا مي ها   سمويتدر ايجاد م   مهمي
توانـد   هـاي مختلـف مـي    تماس مزمن با اكسيد منگنز بـر بافـت      

هـاي   اهميت فراواني در تشخيص عوارض و شناسـايي آسـيب         
هاي  ويژگي. ]2[ باشدداشته  ا اين تركيب    بافتي ناشي از تماس ب    

هـا، افـزايش     ذرات فلزي ناشي از ابعـاد كوچـك آن         خاص نانو 
هـاي   هـا در واكـنش     هـا و تقويـت تـوان آن        سطح به حجـم آن    

 ـ   شيميايي سبب شده تـا اسـتفاده از آن         ، كاتـاليزور عنـوان   ه  هـا ب
ذرات در هـر   برخي از نـانو ]. 3[ ابديافزوني   روز يكاربرد صنعت 

 سمي نشان   آثاراز خود   ] 5 [يتن درون و] 4 [يتن برونشرايط  دو  
كه برخي ديگر فقط در ابعـاد نـانو         است  د، اين در حالي     نده مي

. هـستند  سمي بوده و در ابعاد ميكرو فاقد اثـر سـمي      آثارداراي  
 ـ ننانوذرات به هر روشـي كـه تجـويز شـو           دنبـال ورود بـه     ه  د ب

 تجمـع د و در آن     نرس گردش خون در نهايت به بافت كبدي مي       
بافت كليوي به دليل دارا بودن جريـان خـون بـالا            ]. 6 [دنابي يم
ذرات در بدن محسوب شده      هاي تجمع نانو   كي ديگر از بافت   ي

و نشان داده شده كه بـين انـدازه نـانوذرات و ميـزان توزيـع و                 
]. 7[ تجمع اين ذرات در اين بافت رابطـه مـستقيم وجـود دارد            

هـاي اصـلي      و كبدي به عنـوان بافـت       ترتيب بافت كليوي   بدين
ذرات بـه دنبـال ورود       هاي نانو  خطر آسيب معرض  تجمع و در    

هـاي مبنـي     افتهيگرچه  ]. 8[ شوند محسوب مي بدن  اين ذرات به    
  ذرات فلزي بر عملكـرد كليـوي محـدود         رسان نانو   آسيب آثاربر  

  

هـاي ناشـي از      توان به بررسي آسـيب     ، ولي در اين ارتباط مي     است
هـا   ذرات مس بر لوله خميده نزديـك نفـرون         خوراكي نانو  مصرف

دنبال مصرف ه يا گلومرونفريت و تخريب لوله خميده نزديك ب] 9[
 )Titanium Dioxide ( تيتـانيوم دي اكـسيد   نـانوذرات خـوراكي 

همچنين مشخص شده كه آسيب كبدي ناشـي        ]. 10[ اشاره كرد 
لظت، مـدت   ذرات طلا وابسته به عوامل مختلفي چون غ        از نانو 

مستنداتي در  ]. 11[خصوص اندازه اين ذرات است      ه  تماس و ب  
 هاي وارده به بافت بيضه ناشي از تماس با نـانو           ارتباط با آسيب  

ذرات فلزي و از اين طريق بر فعاليت توليـد مثلـي موجـودات              
 دو انـدازه مختلـف نـانو و    آثاربراي مثال، . استزنده در دست   

ينـد توليـد   آ بـر فر )Cerium Oxide (ميكرو ذره اكسيد سريوم
اما در ارتباط بـا     ]. 12[ اسپرم در موش بزرگ مطالعه شده است      

 ـدنبال تماس بـا اكـسيد منگنـز و          ه   آسيب بافتي ب   آثار عنـوان   هب
 هابـسلند تـوان بـه گـزارش        اي از تحقيق حاضـر مـي       زمينه پيش

)Hobbesland(بــر ايــن پژوهــشگر .  اشــاره كــرد و همكــاران
 كه روي كارگران معـادن منگنـز انجـام داد،       هايي اساس آزمايش 

كه به دليل بالا بودن سـطح اكـسيد منگنـز در             مدعي شده است  
طـولاني مـدت كـارگران بـا آن، عـوارض           تمـاس   اين معادن و    

در  ادراري و تناسـلي      ت سرطان كبد و مشكلا    چوناي   ناخواسته
اين نتايج منجر به ايـن امـر        ]. 13 [اين كارگران بروز كرده است    

 توصيه كنند تـا زمـان       معادنتا دانشمندان به كارفرمايان اين       شد
گرچـه اطلاعـات    ]. 14[ كاري ايـن كـارگران را كـاهش دهنـد         

 اكـسيد منگنـز بـر عملكـرد         آثـار آزمايشگاهي قبلي از بررسـي      
، ولـي تـاكنون     نيـست دستگاه تناسلي نر در حيوانات در دست        

لي نرينـه   هاي محدودي بر بروز آسيب بر ساختارهاي تناس        افتهي
-15[سـت   ا ساختارها منتـشر شـده     به دنبال تماس با ديگر نانو     

عـلاوه بـر    شناسي   عنوان ضرورت انجام مطالعات بافت    ه  ب]. 17
هـاي   ذرات بر بافـت     نانو آثاردر ارتباط با    ديگر مطالعات باليني    

د كه برخـي از     شو اشاره   اين يافته بايد به    ذرات    اين در تماس با  
 اثــر بــر هورمــون بــا وجــودد تيتــانيوم ذرات ماننــد اكــسي نــانو

هـاي   يندهاي توليـد هورمـون  آگنادوتروپيني و ايجاد اختلال در فر 
  هاي توليد مثلـي     مستقيم بر بافت بيضوي و سلول      آثارجنسي فاقد   
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هاي بافتي ناشي از      آسيب بررسي بنابراين. ]18[ست  ا ارزيابي شده 
تمامي اخـتلالات    از   يتر تواند تصوير كامل   ذرات مي  تماس با نانو  

امــروزه .  فــراهم آورد راذره ناشــي از تمــاس بــا يــك نــانو    
ذرات بر بافت كبدي   نانو آثارهاي مختلفي براي ارزيابي آميزي رنگ

 كـه از ايـن ميـان        شوند  مي كار گرفته ه  ب] 20[ كليوي و بيضه     ،]19[
 & Hematoxylin-Eosin: H( ائوزين -آميزي هماتوكسيلن رنگ

E(   آثـار ييـد كننـده خـوبي از        أنسته است موارد ت    با موفقيت توا 
. هاي بـدن را مـشخص كنـد    ذرات بر بافت رسان اين نانو  آسيب
 ـنيـز  ) Jones' Staining(آميزي جـونز   رنگ آميـزي   ك رنـگ ي

 ها است  ذرات فلزي بر كليه     نانو آثارتخصصي در ارزيابي دقيق     
 يهاي وارده بـه غـشا      آميزي امكان بررسي آسيب    اين رنگ ]. 3[
ــويرگپا ــه م ــه در ناحي ــي  ي ــراهم م ــومرولي را ف  .آورد هــاي گل

 )Masson’s Trichrome Stain(آميزي تري كروم ماسـون   رنگ
 هاي ناشي از فيبروز در كبـد اسـت         روش تخصصي ارزيابي آسيب   

 و همكـارانش از     )Kong(  كونـگ   براي مثال دانشمندي بنام    ؛]21[
-LDL )Lowذرات   نــانوآثــارآميــزي بــراي ارزيــابي  ايــن رنــگ

Density Lipoproteins(فاقد آپوپروتئين ) Apoprotein(  بـر 
ايـن پژوهـشگر بـا اسـتفاده از ايـن           ]. 22[انـد    كبد استفاده كرده  

آميزي توانست موفقيت استفاده از اين ذرات را در درمـان            رنگ
 اما مطالعات اوليه در مـورد     .  به اثبات برساند   يبروز فيبروز كبد  

 يضه بيشتر به مطالعه توزيـع ايـن نـانو         ذرات بر بافت ب     نانو آثار
 بـا  كـه     شـده   د و نـشان داده    نذرات در اين بافت اختصاص دار     

دنبال تجويز در اين بافـت      ه  ذرات ب  ضه نانو يب -وجود سد خون  
 بررسـي و مقايـسه     بـراي در اين پـژوهش     ]. 23[ ندياب جمع مي ت

هاي بافتي ناشي از تجويز مزمن دو اندازه مختلف ميكرو           آسيب
هاي كبد، كليه و بيضه مـوش        نو ذرات اكسيد منگنز بر بافت     و نا 

 و ميكـرو  )  نـانومتر  85 تـا    25انـدازه   (ذرات   سفيد بزرگ، نـانو   
 / ميكروگـرم  100اكسيد منگنـز بـا غلظـت        )  ميكرومتر 3(ذرات  

 ـ   هـر دو هفتـه يـك      هفتـه   14مـدت   ه  كيلوگرم وزن بدن ب    ه بـار ب
لظـت  ايـن غ  . هـا تجـويز شـدند       به اين موش   يصورت زير جلد  

 دربـاره آثـار      حاضـر   پـژوهش  محققـان براساس مطالعات قبلـي     

 و اثــر ه اســترســان مختلــف ايــن ذرات انتخــاب شــد آســيب
 بـه اثبـات      تجـويز ايـن دوز قـبلاً       سميت عـصبي  ي و   يبيوشيميا

كبـدي، كليـوي و      هـاي  هاي بافت  نمونه]. 25،  24[ رسيده است 
  ي آميـز  بار تهيـه و پـس از رنـگ          هر دو هفته يك    ها بيضه موش 

H & E هاي بافت كليوي توسـط   در ادامه نمونه. شدند ارزيابي
روش جونز و بافت كبـدي توسـط روش تـري كـروم ماسـون               

  .آميزي و بررسي شدند رنگ
  

  ها مواد و روش
  حيوانات
تهيـه شـده از مركـز       ) گـرم 250-200(بزرگ نر   هاي   موش

 تايي  5 گروه   3پرورش حيوانات دانشگاه علوم پزشكي تهران به      
ذره  ذره و دريافـت كننـده نـانو        ل، دريافت كننـده ميكـرو     كنتر(

ها در شرايط كنترل شـده       اين موش . تقسيم شدند ) اكسيد منگنز 
 سـاعت   12ساعت روشنايي و     12درجه حرارت، رطوبت، نور     

. تاريكي با دسترسي آزاد به آب و غذاي كامل نگهداري شـدند           
 در هـا   هفتـه قبـل از شـروع آزمـايش      2ها به مدت     تمامي موش 

هــاي نگهــداري حيوانــات در شــرايط يكــسان محيطــي   قفــس
ي بـه  يي و رژيـم غـذا  ينگهداري شدند تا از نظـر تطـابق، آشـنا         

 حيواني مطـابق قـوانين      هاي تمامي آزمايش . محيط عادت نمايند  
  .ند دانشگاه انجام شديكميته اخلاق

  
  ذرات اكسيد منگنز

 Merck با خلوص بـالا از شـركت     اكسيد منگنز  ذره ميكرو
ذره اكسيد منگنز مورد استفاده      ابعاد ميكرو . آلمان خريداري شد  

نانو ذرات اكـسيد منگنـز   ]. 26[ ميكرومتر بود 3در اين پژوهش  
 كمـي  با )Hydrothermal Procedure( درمال هيدروبه روش

تغييرات و با استفاده از همـين ذرات ميكـرو اكـسيد منگنـز در               
ايـن ذرات داراي    . دشناسي دانشگاه شاهد سنتز ش ـ     گروه زيست 
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  .ند نانومتر بود85 تا 25ابعادي در حدود 
  

  ذره اكسيد منگنز روش ساخت نانو
 KMnO4 ليتـر   ميلي 20ذره اكسيد منگنز، ابتدا      براي تهيه نانو  

 بـه   )مـولار  ميلي 125/0( MnO4 ليتر  ميلي 16با  ) مولار ميلي 2/0(
به داخل  مخلوط نهايي مستقيماً    .  دقيقه با هم مخلوط شدند     5مدت  

 در  ساعت16ك اتوكلاو استيل با پوشش تفلون منتقل و به مدت          ي
گراد نگهـداري شـد و سـپس محـصول        درجه سانتي  160دماي  

اي رنـگ حاصـل      محصول قهوه . حاصل در دماي اتاق سرد شد     
آوري و با آب مقطر و اتانول سه مرتبه شسته شد و توسط              جمع

 سـاعت   12 مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  80جريان هوا با دماي     
ــد  ــشك ش ــانو ]. 27[ خ ــدازه ن ــك    ان ــه كم ــل ب ذرات حاص

  . ميكرومتر تعيين شد85 تا 25ميكروسكوپ الكتروني بين 
  

 روش تهيه محلول سوسپانسيون تزريقي از نـانو       
  ذره اكسيد منگنز ذره و ميكرو

ذره اكـسيد    با توجه به ميزان انـدك حلاليـت نـانو و ميكـرو            
ا ميكرو ذرات   ي سوسپانسيون نانو    منگنز در آب، براي تهيه محلول     
 ميكروگرم در ميكروليتـر در      100ابتدا هر كدام از ذرات با غلظت        

هـا قبـل از تزريـق توسـط          سوسپانـسيون . ندسالين نرمال حل شد   
 ـ      30مدت  ه   ب )Sonicator (سونيكاتور ه  دقيقه سونيكه و سـپس ب

  .ندها تزريق شد صورت زير جلدي به موش
  

   يافتبرداري ب تشريح و نمونه
 ـ   سر 5بار   هر دو هفته يك    صـورت تـصادفي از هـر       ه   موش ب

هـاي كبـد، كليـه و        انـدام . گروه انتخاب و توسط اتر بيهوش شدند      
ها پس از تشريح با دقت و ظرافت بـه كمـك پـنس و                بيضه موش 

هـا   اين اندام. ندقيچي جراحي جدا و در سرم فيزيولوژي شسته شد       
 هشد  بررسي )Morphology (شناسي ريختاز نظر وزن و از نظر       

 و تثبيـت   درصـد 10ها در داخل فرمـالين    همگي اين اندام نمونه و

 )Histopathologic Tests ( هيـستوپاتولوژي هـاي  براي آزمـايش 
  . ندشد نگهداري 

  

   لام بافتييساز مراحل آماده
  ،  درصـد  70هـايي      بـه ترتيـب در الكـل       ي بـافت  يهـا  ابتدا نمونـه  

 هر   درصد 100 و دو مرتبه الكل      رصد د 90، دو مرتبه الكل      درصد 80
در  با قرار گـرفتن      ها سپس بافت . ند دقيقه قرار گرفت   60كدام به مدت    

هايي بـه     برش. ندگيري شد  ارافين قالب توسط پ گزيلن شفاف شده و     
. تهيـه شـد    ها از بافت  ميكرومتر توسط دستگاه ميكروتوم      7ضخامت  

 ـ    دهي برش   سپس به منظور آب    دقيقـه در   1ترتيـب بـه مـدت       ه  هـا ب
  .ند قرار گرفت درصد50 تا  درصد100هاي الكل  محلول
  

 H & Eآميزي  رنگ
ــه شــده از ايــن ســه بافــت توســط روش   بــرش هــاي تهي

آميزي واقع شد   استاندارد به شرح زير رنگH & Eآميزي  رنگ
 دقيقـه در هماتوكـسيلين قـرار داده         10ها به مـدت       برش]. 28[

 ثانيه در اسيد الكل قرار      1ه مدت   ا آب ب  شستشو ب از   پس    و ندشد
 دقيقه  2 و به مدت     ندبا آب شستشو داده شد    مجدد  سپس  . ندگرفت

 بـه منظـور حـذف مجـدد آب،          پس از آن  . نددر ائوزين قرار گرفت   
 تـا   درصـد  50 هـاي    الكـل  به ترتيـب در   دقيقه   1ها به مدت      بافت
هـا بـه     به منظور شفاف شـدن، بافـت   وند قرار گرفت   درصد 100

  . نددر گزيلل قرار داده شد دقيقه 5مدت 
  

  بررسي بافتي
طور تصادفي انتخاب شد و در هر لام        ه   لام ب  3از هر نمونه    

 منطقه توسط ميكروسكوپ نوري انتخـاب و        5طور تصادفي   ه  ب
. ها تصوير ميكروسكوپي تهيه شـد       برابر از آن   400با بزرگنمايي   

  استفاده شد و   H&Eآميزي    تحليل كمي بافت كليه از رنگ      براي
  Glomerular Cell(هاي گلـومرولي   به اين منظور هستة سلول

Nucleus(  هاي لولة پيچيدة نزديك، متوسط قطـر        ، هستة سلول
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  Imageافـزار    ها با استفاده از نرم     بزرگ و قطر كوچك گلومرول    
Tools 2ند محاسبه شد.  

  

  آميزي تري كروم ماسون روش رنگ
شـدت  عيين  افزايش كلاژن و ت   آميزي براي تشخيص     اين رنگ 

در ايـن روش از سـه       ،  ]29[ دشو فيبروز در بافت كبدي استفاده مي     
آميزي كلاژن، سيتوپلاسم و هسته سلول       رنگ به ترتيب براي رنگ    

هـاي    رنـگ  آميزي پشت سـرهم    اين روش شامل رنگ   . استفاده شد 
كـه  ) Iron Hematoxylin( رنگ آهـن هماتوكـسيلين   :زير است

 كه سيتوپلاسم Biebrich Scarlet رنگ ،كند ها را مشكي مي هسته
 Aniline Light يـا  Aniline Blueكند و رنگ  را قرمز رنگ مي

Greenشود ترتيب سبب آبي يا سبز رنگ شدن كلاژن ميه  كه ب .  
  

  آميزي جونز روش رنگ
. هاي پارافيني كليـه تهيـه شـد        هاي بافتي از بلوك    ابتدا برش 

گـرفتن در   زدايـي و سـپس توسـط قـرار           هـا پـارافين    اين برش 
مـدت ده   ه  ها ب  برش. نددهي شد  هاي كاهشي از الكل آب     غلظت

  درصـد Periodic Acid (5/0(دقيقه به محلول اسيد پريوديك 
هـا سـپس بـه محلـول         برش. ندمنتقل و سپس شستشو داده شد     

Methenamine Silver Solution درجـه 70 منتقل و در دماي  
س از شستشو بـه     پ. ندساعت قرار گرفت   مدت يك ه  گراد ب  سانتي

 در  وند منتقل شـد Gold Chlorideمدت يك دقيقه به محلول 
هاي افزايش يابنـده      توسط غلظت  اًنهايت پس از شستشو، مجدد    

  .ندگيري شد الكل آب
  

  ها تجزيه و تحليل آماري داده
 انحــراف ± شناســي بــه صــورت ميــانگين هــاي بافــت داده

 SPSSافـزار آمـاري      مه وسيله نر  ها ب  داده. اند هاستاندارد بيان شد  
  One-Way (واريـانس يـك طرفـه     و آزمون آمـاري      16نسخه  

Analysis of Variance: ANOVA( مقايـسه  . نددش بررسي
ها بـا اسـتفاده از آزمـون تـوكي انجـام شـد و سـطح                  بين گروه 

  . در نظر گرفته شد>05/0Pداري  معني
  

  نتايج
 در H & Eزي شـده توسـط   ي ـآم رنگ موارد مورد بررسي

هـاي دريافـت كننـده       ها در گروه   هاي بافت كبدي موش    هنمون
هـاي بافـت،     آرايـش سـلول   :  از نـد ذرات و كنترل عبارت بود    

هاي كبدي،    كبد، وضعيت سلول   )Triads (هاي وضعيت ترياد 
 ـ و بررسي علا   )Sinusoids (يدهايسينوزو م تخريـب بـافتي،   ي

بافـت  . نكروز، تغيير در ميزان تجمع چربي و فيبـروز پروتـال          
هـاي كبـدي     هاي كنتـرل داراي لوبـول      يه شده از كبد موش    ته

). 1شـكل    (ندبود مشخص در اطراف يك وريد مركزي        كاملاً
هاي دريافت كننده هـر دو ذره تغييـرات          بافت كبدي در گروه   

چندي را تا قبل از هفته شـشم بعـد از تزريـق در مقايـسه بـا             
كبـد از    تهيه شده از     هاي ارزيابي بافت . ندادگروه كنترل نشان    

هفته ششم در هر دو گروه دريافت كننده ذرات اكسيد منگنـز            
 كـه   دادالتهاب و پرخوني در وريد پروتـال مركـزي را نـشان             

 به دليل التهاب مزمن به درون ايـن وريـد           ها تعدادي از سلول  
ها نيز شرايط نكروتيك      از سلول  يتعداد.  بودند نيز رانده شده  
هاي كبدي شـروع بـه      لولدر هفته دهم س   . دادنداز خود نشان    

هـاي   هـم ريخـت و سـلول     بـه   ها   متفرق شدن كرده و نظم آن     
هـا از مـاده كـدر و ابـر           و درون آن  شـدند    دچار تـورم  كبدي  

 در هفته دوازدهـم و چهـاردهم در         اين شرايط  .مانندي پر شد  
هـاي   هر دو گروه ادامه پيدا كرد و افزايـشي در تعـداد سـلول             

ــوپفر  ــدي ن) Kupffer Cells(ك ــد  كب ــشاهده ش ــز م در . ي
افت كننده ذرات از هفته هـشتم بـه بعـد          يهاي كبدي در   سلول

اسـتازيس  ضمن كاهش در اندازه و قطرشـان مـواردي چـون            
)Stasis(  ،  هـسته    رفـتن دست  از )Anisonucleosis(   چنـد ،

، التهــاب و آســيب بــه )Multinucleation(اي شــدن  هــسته
 مجراي صـفراوي و شـرايطي تحـت عنـوان واكـنش مجـراي             

)Ductular Reaction (شـد   طور مشهود مشاهده ه ب) شـكل 
آميزي تـري كـروم در كبـد وجـود ذرات ظريـف و               رنگ). 1

دنبال تجـويز هـر     ه  شاخص كلاژن در اطراف عروق وريدي ب      
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  .وضوح مشاهده شده هاي هپاتوسيت و كوپفر ب در سلولو آثار تخريب   ) 2شكل  (دو ذره اكسيد منگنز را مشخص كرد        
  

      
  
) كيلـوگرم  /ميكروگـرم 100(، دريافت كننده )الف(هاي بافت كبدي در موش كنترل   از برشH & Eآميزي شده توسط  رنگ) ×400( تصوير ميكروسكوپ نوري 1كل ش

هـاي   اي ابري شكل در سـلول ه تجمع توده. )جزئيات بيشتر در متن مقاله (هاي بافتي مشاهده شدند اكسيد منگنز در روزهاي كه آسيب     ) ج(و ميكروذرات   ) ب(نانوذرات  
  .شود خوبي مشاهده مي هب) ج(بافت پارانشيم كبد در گروه دريافت كننده نانوذرات 

  

      
  

هاي گروه دريافـت كننـده       و موش ) الف(هاي بافت كبدي موش كنترل       ماسون از برش   كروم آميزي شده به روش تري     رنگ) ×400( تصوير ميكروسكوپ نوري     2شكل  
  .شود هاي ابري شكل در سيتوپلاسم هر دو گروه دريافت كننده اكسيد منگنز مشاهده مي توده ؛)كيلوگرم /ميكروگرم100(اكسيد منگنز ) ج( ميكروذرات و) ب(نانوذرات 

  

      
  

) ب( كه نـانوذرات  ييها و موش) الف(در موش كنترل  H & Eآميزي شده توسط  هاي بافت كليوي رنگ تهيه شده از برش) ×400( تصوير ميكروسكوپ نوري 3شكل 
شـوند در    هاي كليوي در آن مـشاهده مـي         كه آسيب  ييها جزئيات بيشتر در ارتباط با هفته     . اند  را دريافت كرده   )كيلوگرم /ميكروگرم100( اكسيد منگنز ) ج(و ميكروذرات   

  متن مقاله
  

هـا   اي در بافـت كليـه      همچنين تغييرات ساختاري گـسترده    
) 4شــكل (و جــونز ) 3 شــكل (H & E يآميــز توســط رنــگ

هـاي كليـوي در      كاهش در متوسط قطر گلومرول    . مشخص شد 
ذرات نــسبت بــه گــروه كنتــرل و  گــروه دريافــت كننــده نــانو
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 و افزايش قطـر گلـومرول در        14 تا   8هاي   در هفته  ذراتميكرو
ذرات اكسيد منگنز نسبت      در گروه دريافت كننده ميكرو     8هفته  

 شكل (بود) >05/0P(دار    معني ذرات كنترل و نانو  هاي   گروهبه  
دريافت كننـده   هاي گلومرولي در گروه      ميانگين تعداد سلول  ). 5

 كـاهش   14 تـا    8هـاي    ذرات در مقايسه با كنتـرل در هفتـه         نانو
همچنين مقايسة ميـانگين    . )6شكل  (داشت  ) >05/0P(دار   معني

 دريافـت   يهـا  هاي لوله پيچيده نزديك بـين گـروه        تعداد سلول 
را ) >05/0P(دار   اكسيد منگنز و كنترل تفاوت معني   كننده ذرات 

  پس از تزريـق در گـروه دريافـت كننـده نـانو             14 تا   8از هفته   
ذرات نـشان    ذرات در مقايسه با كنترل و دريافت كننده ميكـرو         

هـاي تهيـه شـده از بافـت بيـضه             بـرش  همشاهد). 7شكل  (داد  
اينـده  تليـوم لايـه ز      كه ضخامت لايه اپـي     استگوياي اين نكته    

فقط در ) Seminiferous Tubules( ساز هاي اسپرم ديواره لوله

ذرات از هفته هشتم بـه بعـد بـه طـور             گروه دريافت كننده نانو   
ده ي ميكرومتـر رس ـ   60كـاهش يافتـه و بـه        ) >05/0P(دار   معني

است، در حالي كه در گـروه كنتـرل ايـن لايـه داراي ضـخامتي         
هـاي   عـداد لولـه   كـه ت   ضـمن ايـن   .  ميكرومتر است  100حدود  
) >05/0P(داري   طور معني ه  متر مربع ب   ساز در واحد ميلي    اسپرم

 ساز هاي اسپرم  لوله تغيير شكل غير طبيعي   . دهد كاهش نشان مي  
سـاز در    هـاي اسـپرم    همراه با تخريـب و پراكنـده شـدن سـلول          

هـاي   حيوانات تحت درمان با نانو ذره اكسيد منگنـز طـي هفتـه            
هـاي داراي     همچنـين تعـداد اسـپرم      .هشتم به بعد مشاهده شـد     

 و تعـداد    هذرات افـزايش يافت ـ    ساختار غير طبيعي در گروه نانو     
شـكل  (داد هاي مورد تجويز كاهش نـشان      ها در گروه   كل اسپرم 

را  هي ـكل گلـومرول  قطـر ي ري ـگ انـدازه  نحوه ريتصو 9شكل  ). 8
  .دهد نشان مي

  

      
  

در مقايسه بـا  ) الف(آميزي شده به روش جونز در گروه كنترل        ها رنگ  هاي بافت كليوي موش    تهيه شده از برش   ) ×400(اي از تصوير ميكروسكوپ نوري        نمونه 4شكل  
  )كيلوگرم / ميكروگرم100(اكسيد منگنز ) ج(و ميكروذرات ) ب(ذرات  نانو هاي دريافت كننده موش

  

  
  

 افـت يدر و كنترل يها گروه نيب ها هيكل گلومرول قطر نيانگيمة  سيمقا 5 شكل
 دو هـر  )لـوگرم يك /كروگـرم يم 100 (منگنـز  دياكس ذرات كرويم و نانو كننده
  .)>P*0/05( هفته چهارده مدته ب بار يك هفته

  
  

 ـ هـا  هيكل گلومرولي  ها سلول تعدادة  سيمقا 6 شكل  و كنتـرل ي  هـا  گـروه  نيب
 هر )لوگرميك /كروگرميم 100 (منگنز دياكس ذرات كرويم و نانو كننده افتيدر
  .)>P*0/05( هفته چهارده مدته ب بار يك هفته دو
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 ـ هـا  هيكل كينزد دهيچيپ لولهي  ها سلول تعدادة  سيمقا 7 شكل  يهـا  گـروه  نيب
 /كروگـرم يم 100 (منگنـز  دياكـس  ذرات كـرو يم و نانو كننده افتيدر و كنترل

  .)>P*0/05( هفته چهارده مدته ب بار يك هفته دو هر )لوگرميك
  

  
  

  
  

  
  

ها  بيضه موش تهيه شده از بافت     ) ×400(صوير ميكروسكوپ نوري     ت 8شكل  
هاي دريافـت كننـده      در مقايسه با همين بافت در موش      ) الف(كنترل  در گروه   

كيلـوگرم  /  ميكروگـرم  100( اكسيد منگنـز  ) ج(و ميكروذرات   ) ب(ذرات   نانو
  H & Eآميزي شده به روش  ، رنگ)وزن بدن

  
  

 يها توبول ينينابيب يفضا و هيكل بافت) ×400(تصوير ميكروسكوپي    9شكل  
 ـ يفـضا محلـي كـه در آن        بلنـد  كانيپ نوكي؛  ويكل  يوي ـكل يهـا  توبـول  نيب

ادم  بروز هنشانهاي نانو ذره در مقايسه با كنترل افزايش يافته را به عنوان              گروه
 بافت در يآماس يها سلول ارتشاح دهنده نشان منقطع كانيپ. دكن مشخص مي 

  .است يتوبول يها سلول ارتفاع ليتحل دهنده نشان كوتاه كانيپ .است ينينابيب
  

  بحث
هاي كبدي را از      بروز مشهود آسيب   بررسي حاضر هاي   افتهي

 نـشان   راهفته ششم پـس از تزريـق هـر دو ذره اكـسيد منگنـز                
 H & Eآميزي شـده بـا    در تصاوير ميكروسكوپي رنگ. دهد مي
ي به دنبال تجويز    هاي كبد  هاي ابري شكلي در درون سلول      توده

پژوهـشگران   نيـز    ذرات مشاهده شـد، قـبلاً      مزمن نانو و ميكرو   
دنبال ه  هاي كبدي ب   هاي ابري شكل در درون سلول       توده ديگري

 انـد  كـرده گـزارش  را ذره طلا  ذرات فلزي مانند نانو  تجويز نانو 
دانـشمندي بـه نـام       هاي  با استناد به يافته    پژوهشگراناين  ]. 11[

 دليل بروز 2005 و همكارانش در سال )Del Monte(مونته  دل
هاي كبدي اختلال در عملكرد غـشا        چنين شرايطي را در سلول    

و ورود حجيم آب و يون سديم بـه درون سـلول ناشـي از اثـر                 
تواند همراه   اين تورم سلولي مي   ]. 30[ ندا هذرات نانو عنوان كرد   

جـر بـه    هاي هيدروليز كننده ليزوزومي بـوده و من        با نشت آنزيم  
. هاي ابري شكل شود    لكولوتخريب سيتوپلاسم و توليد ماكروم    

منگنـز   و) Fe (آهـن  چون   فلزي هاي اتمگزارش شده است كه     
)Mn(    مايـل   هـستند    حالت اكـسيداسيون   بيش از يك   كه داراي
 تحـت   و هـستند و احيـا     اكسيداسيون هاي شركت در واكنش   به

هاي آزاد   الراديك توليد   باعث ممكن است    پروتوپلاسمي شرايط
ييد اين مـسئله نـشان داده شـده اسـت كـه             أدر ت . وند ش اكسيژن

تواند سبب بـروز آسـيب كبـدي و          مي) Fe3O4( نانواكسيد آهن 
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البته آثـار تخريبـي ناشـي از تجـويز غلطـت            ]. 31[ كليوي شود 
ذرات بر بافـت كبـدي و كليـوي در مقايـسه بـا         مشابهي از نانو  

نظر ه  ين پژوهش شديدتر ب   گروه دريافت كننده ميكروذرات در ا     
ها بر دو بافت با مرور زمان افزايش         رسد و شدت اين آسيب     مي

  ايـن عنوان يك مكانيسم پيشنهادي بـراي توجيـه      ه  ب. ابدي نيز مي 
تــوان ايــن نظريــه را مطــرح كــرد كــه تخريــب  مــشاهدات مــي

 ـ    سيتوپلاسمي و هسته سلول    دنبـال تجـويز ايـن      ه  هاي كبـدي ب
هـا و    ت كـه ايـن ذرات بـا پـروتئين         ذرات گوياي اين نكته اس ـ    

 بافت كبدي واكـنش نـشان داده و سـبب اخـتلال در              هاي آنزيم
ها شده و    ها در اين بافت    عملكردهاي دفاعي عليه آنتي اكسيدان    

 )Atrophy (فعال باعث آتروفي  با توليد تركيبات داراي اكسيژن      
هاي ايـن پـژوهش      البته يافته . ستا ها شده  و نكروز در اين بافت    

 در  همين گـروه تحقيقـي    هاي قبلي    ييد كننده يافته  أر امتداد و ت   د
 عملكرد سرمي در بـدن      عواملارتباط با آثار سمي اين ذرات بر        

ن غلظـت از ايـن ذرات       يي است كه در تماس بـا هم ـ       يها موش
 ـبرخـي دانـشمندان دلا    ]. 25،  24[ اند بوده ل ديگـري را بـراي      ي

 ايـن  ؛كننـد  ح ميهاي كبدي مطر تغييرات مشاهده شده در سلول   
رسـان بـه     دانشمندان معتقدند كه به دنبال تماس تركيبات آسيب       

هـاي كبـدي بـراي       اين بافت فعاليت بيش از حد طبيعي سـلول        
متابوليزه كردن و بيرون ريختن اين تركيبات سمي از بـدن طـي             

هـاي كبـدي     زدايي سبب بروز اين تغييرات در سلول       مراحل سم 
ده قلبـي را دريافـت       صـد از بـرون     در 25هـا    كليه]. 32[ شود مي
در را  ديـدگي    بـالاترين ميـزان خطـر آسـيب       بنابراين  و  كنند   مي

 دهنـد  ذرات تجويز شده در بـدن از خـود نـشان مـي     مقابل نانو 
هـاي    بـر سـلول     نيـز  آثار كشنده برخي از تركيبات نانو     ]. 34،  33[

 گـزارش شـده     ها بر ايـن بافـت قـبلاً         آن يزا كليوي و آثار التهاب   
  تا 50ذراتي با ابعاد      كه نانو  ستا ها نشان داده   پژوهش]. 35[ است
) Mesangium(هـاي مزانژيـوم      توانـد سـلول     نانومتر مـي   100
  اسـت كـه    نشان داده شـده   همچنين  . دنها را هدف قرار ده     كليه

هـا نيـز سـبب چروكيـده        ذرات با كليه   تماس طولاني مدت نانو   
 ش از حد اين نانو    هاي اين بافت به دليل برداشت بي       شدن سلول 

 تحقيـق  هـاي  افتـه ي]. 36[د  باش ـ ها مي  ذرات به درون اين سلول    

هــاي كليــوي شــامل   تغييــر در نــواحي مختلــف نفــرونحاضـر 
 ـ   دنبـال تمـاس مـزمن بـا نـانو     ه گلومرول، لوله خميده نزديك ب

توان   مي ها يافتهاين   ييدأدر ت . كند ييد مي أذرات اكسيد منگنز را ت    
 ـ هـا  كبد و كليه  گفت كه    ذرات  عنـوان دو انـدام تجمـع نـانو        ه   ب

 هاي مختلـف   هاي التهابي در اندام     آسيب  و ]37[ ندا شناخته شده 
 تجـويز نـانو   به دنبـال    شناسي   بافت توسط روش    موش كوچك 

 زيرجلدي، داخل صفاقي و داخل وريدي     فلزي به صورت    ذرات  
 كـه   انـد  ديگري نـشان داده   ان  دانشمند]. 38 [ه است د ش هادنشان د 
كيلـوگرم  / گرم  ميلي 100 تا   20ذرات پليمري به ميزان      انوتجويز ن 

ذرات توسـط     نـانو   ايـن  شـود تـا    سـبب مـي    هفتـه    2مـدت   ه  ب
 ـ  دن شو هاي كوپفر كبدي فاگوسيتوز    سلول تـدريج در كبـد     ه   و ب

هـاي   و به واسطه افزايش توليد و رهـايش ميـانجي         د  نتجمع ياب 
]. 39[ دنسايتوكايني سبب بروز علايم التهابي در اين انـدام شـو          

تـرين   اند كه پيچيـده   لازم به ذكر است كه دانشمندان مدعي شده       
 ـ      ه  ذرات در بدن ب    روش توزيع نانو   ه دنبال تجـويز ايـن ذرات ب

 در ايـن پـژوهش     به همان روشي كـه       عنييصورت زيرجلدي،   
گوياي كاهش  بررسي حاضر   نتايج  ]. 40[ كار گرفته شده است    به

در موش تحـت تجـويز بـا        هاي كليوي    تعداد و اندازه گلومرول   
دانـشمندان كـاهش در تعـداد و        . ذرات اكسيد منگنـز بـود      نانو

 خطــر در عامــلتــرين  هــاي كليــوي را مهــم انــدازه گلــومرول
هـاي   دانند كه منجر به بروز بيماري      هاي مزمن كليوي مي    بيماري

 ايـن ويژگـي     ].41[ شـود  قلبي عروقي چون پرفشاري خون مـي      
در عمـل نيـز پژوهـشگران از        تا  نانوذرات فلزي سبب شده است      

ذرات مغناطيسي اكسيد     نانو مانند يذرات فلز  اين تمايل زياد نانو   
 بـراي هاي كليـوي    پايه گلومروليآهن باردار براي اتصال به غشا 

هـاي    پايـه گلـومرول    يتعيين تعداد و تغيير شكل و تخريب غشا       
  ]. 42[كنند هاي علوم پايه استفاده  ها در پژوهش كليه
هـاي   هاي اين پژوهش دلالت بر تغييـر در سـاختار لولـه     افتهي

هـاي زاينـده آن در هـر دو گـروه            اسپرم ساز و كاهش لايه سلول     
مطالعـات  . ذرات اكـسيد منگنـز دارد   دريافت كننده ميكرو و نـانو    

هـاي بـزرگ     ذرات نقره در موش    دنبال تجويز حاد نانو   ه   ب ديگري
اندازه، دوز تجـويز    به  ته   كه تماس با اين ذرات، وابس      اند هنشان داد 
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توانـد باعـث تغييـر در        شده و مدت زمان تماس با اين ذرات مي        
هـاي بـزرگ     هـا در مـوش     ساز بيـضه   هاي اسپرم  ابعاد و شكل لوله   
 -ذرات فلزي كروم   تازگي بررسي نانو  ه  ب]. 43[ آزمايشگاهي شود 

ذرات داراي   نشان داد كه اين نانو     )Cobalt-Chromium(كبالت  
هاي نـر بـه       بر عملكرد سيستم توليد مثلي در موش       يلوبآثار نامط 

البتـه در ارتبـاط     ]. 20[ هستند آنتي اكسيداني     شديد دليل خاصيت 
اي   روي سـلول   تنـي  بـرون ذرات اكـسيد منگنـز مطالعـات         با نانو 
Pc12     هاي اكسيژن فعـال      كه توليد انواع گونه    است نيز نشان داده

 نانومتر  40ذرات با ابعاد   نانودنبال تماس با اين     ه  ها ب  در اين سلول  
ــه و ــزايش يافت ــباف ــامين ســبب تخري دي ، )Dopamine ( دوپ

 )Dihydroxyphenylacetic Acid (هيدروكسي فنيلاكتيك اسيد
هـا   در اين سلول) Homovanillic Acid( و همو وانيليك اسيد

رسـان    آثـار آسـيب     به بررسـي   اغلب مطالعاتي كه   ].44[ شود مي
 ايـن آثـار     اند پرداخته در ابعاد نانو     صوصخه  اكسيدهاي فلزي ب  

 اين  .دندان دار مي  را ناشي از افزايش توليد تركيبات فعال اكسيژن       
هـاي پيـشنهادي بـراي        يكي از مكانيسم   عنوان  به تواند پديده مي 

رسان اين ذرات بـر بافـت بيـضه و دو بافـت ديگـر                آثار آسيب 
ذره  ل نـانو   فلزي ديگري مث   اتذر در ارتباط با نانو   . مطرح شود 

توانـد سـبب     ذرات مـي   كه ايـن نـانو    است  نقره نشان داده شده     
 در نتيجـه هـا و   تنظيم افزايشي گيرنده اينترلوكين يك در سـلول      

يندهاي التهابي و آسـيب بـه سـدهاي         آسبب برانگيخته شدن فر   
هـاي پـژوهش     تواند توجيه كننده يافتـه     اين امر مي  . دنخوني شو 

 وجـود سـد     بـا  در بافت بيـضه      در ارتباط با بروز آسيب    حاضر  
]. 45[ دنبال تجويز هر دو ذره اكسيد منگنز باشد   ه  بيضه ب  -خون

ذره آثار التهابي    دنبال تجويز استنشاقي اين نانو    ه  كه ب  ضمن اين 

 ICAM-1ل  لكـو وم]. 46[ آن در ريه نيز گـزارش شـده اسـت         
)Intercellular Adhesion Molecule 1 ( در جذب و اتصال

تليـال دخالـت    هاي انـدوتليال و اپـي    ابي به سلول  هاي الته  سلول
ــن   ــول اي ــرم محل ــته و نقــش ف ــه ومداش  sICAM-1لكــول ك

)Soluble ICAM-1 (شود در ارتباط با بروز شـرايط   ناميده مي
افـزايش  ]. 47[ ها نشان داده شده است     پاتوفيزيولوژيك در بافت  

 ـ      تيتـانيوم  ذره   دنبـال تجـويز زيـر جلـدي نـانو         ه  اين تركيـب ب
 تمــاسدنبــال ه و بــ] 48[هــاي كوچــك   بــه مــوشاكــسيددي 

 نـشان داده  تنـي  بـرون صـورت  ه ذرات سليكا ب  استنشاقي با نانو  
توانـد سـومين گزينـه       مكانيـسم هـم مـي     ايـن   ]. 49[ شده است 

هـاي    مشاهده شـده از ايـن ذرات در بافـت          آثارپيشنهادي براي   
ز با توجه به ثابـت بـودن دو       . مورد مطالعه در اين پژوهش باشد     

 ـ           تجويز ميكرو و نانو    ه ذرات اكـسيد منگنـز در ايـن پـژوهش ب
 اتتوان گفت كـه كـاهش انـدازه ايـن ذر            مي مقايسهعنوان يك   

 بـر بافـت     هـا  هاي ناشي از تماس مـزمن آن       سبب تشديد آسيب  
ذرات از   عبـور نـانو   توان بيـشتر كبدي و كليوي شده و به دليل     

 ديدتري ش  سبب وارد آمدن جراحت    اين ذرات بيضه   -سد خون 
  .اند شدهبر اين بافت 

  

   و قدردانيتشكر
وسيله از زحمات اسـاتيد معظـم جنـاب آقـاي دكتـر               بدين

محمد جلالي ندوشن، جناب آقاي دكتر دلشاد و سـركار خـانم            
نامه صميمانه ما   دكتر زهره مظاهري كه در طول اجراي اين پايان        
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